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論文内容要旨
 トロンボキサンA2(TXA2)は,アラキドン酸がシクロオキシゲナーゼおよび丁瓦《.合成酵素の作用を
 受けて生成され,その化学的半減期が30秒という非常に不安定な物質であるが,強力な血小板凝集,血
 管収縮及び気管支収縮作用を有している。一方,血小板や平滑筋細胞以外にもアストロサイトなどのダ
 リア細胞にTXA2受容体の存在が示されているが,その生理的意義については不明な点が多い。TXA,受
 容体には少なくとも二つのアイソフォームが存在し,その細胞内情報伝達も多様であることが推定され
 ている。本研究ではTXA⊇受容体の細胞情報伝達系を分子レベルで明らかにすることを目的として,は
 じめにダリア細胞株である1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞に発現するTXA,受容体アイソフォー
 ムとそれら受容体と共役するGタンパク質について検討を行った。一方,cyclicadenoslne3',
 5㌧monophosphate(cAMP)は培養アストロサイトの形態学的分化を引き起こす物質として知られている。
 そこで1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞をジブチリルcAMP(db-cAMP)で処理し,TXA,受容体ア
 ゴニストで刺激を行った時の細胞の機能の変化および細胞形態の変化について,介在する情報伝達系の
 検討を行った.
 L1321N1ヒトアス1・ロサイトーマ細胞に発現するトロンボキサンA.受容体とそれら受容体と共役する
 Gタンパク質の解析
 タンパク質レベルでのTXA2受容体のアイノフォームを明らかにするため,1321NIヒトアストロサイ
 トーマ細胞の細胞膜を可溶化し,抗TXAユ受容体抗体のアフィニティーカラムによってTXへ受容体を
 精製した。TXA,受容体は,抗TXA.受容体抗体を用いたイムノブ・ッティングにより検出した。また,
 それら受容体に共役するGタンパク質は,Gタンパク質の抗体を用いてイムノブ・ッティングを行うこ
 とで検出した。遺伝子レベルでのアイソフォームの存在は,誼em飢lvespiic重nglこより生じる2つのTXA,
 受容体のcDNA(丁磁とTPβ)を増幅できるように設定したプライマーを用いてRT-PCRを行うことで検
 出した.
 1321Mヒトアストロサイトーマ細胞のTXA,受容体タンパク質を部分精製したところ,58kDaと55
 kDaの2つのTXA2受容体をイムノブロッティングにより検出した。また,TXA,受容体を含む分画には
 Gα,ならびにGα12が含まれることから、TXA,受容体にはG,とともにG、,が共役することが考えられた.
 一方,1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞においてTPαとTPβの2つのタイプのmRNAが発現するこ
 とをRT-PCRにより明らかにした。以上のように,1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞にはTXA,受容
 体が少なくとも2種類存在し,G,に加えてG1,もTXA,受容体に共役することから,TXA,受容体を介す
 るシグナル伝達の多様性が示唆された。
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 2、Db-cAMPで処理した1321Mヒトアストロサイトーマ細胞のトロンボキサンA,受容体刺激による情
 報伝達系の解析
 細胞は分化することによってその細胞特有な機能を有するようになる.B21Mヒトアストロサイトー
 マ細胞を6b-cAM曾で1-3目処理すると,突起を伸展させた丸い形に形態を変化させ,形態的に分化し
 た状態を示した。この形態的に分化した細胞は,成熟した正常の脳内に存在するアストロサイトのモデ
 ルとして見なすことが可能である.そこで,db-cAMP処理をした1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞
 を用いてTXA.受容体刺激効果について解析を加え,TXA,受容体の生理的な役割の解明を目指した.
 活性型紬。の検出は,Rbotekin-Rhoblndlngdomalnに対するbeadsを用いたp測一down法により行った.
 Gタンパク質の阻害は,磁のカルボキシル末端領域をコードし,内因性Gタンパク質を競合的に阻害q
 するアデノウイルスベクターGα,一ctおよびG窪、,ノ,,の機能を阻害するpli5紬oG那のRGSドメインであ
 るpi15-RGSを導入することで行った.ERKの活性化は,ERK特異的な基質ペプチドと[32P]一rATPと
 の反応およびリン酸化ERK特異的抗体を用いたイムノブロッティングにより行った.DNA合成の測定
 はPH]チミジンの取り込みを定量することによって行った.
 Db-cAMPにより分化した13刀Mヒトアストロサイトーマ細胞では,TXA,受容体アゴニストであ
 るU46619,カルバコールならびにヒスタミンによるイノシトールリン酸生成の低下および細胞内カル
 シウム濃度増加の減少が見られた.Db-cAMP処理後のヒトアストロサイトーマ細胞はTXA.受容体刺
 激により約2G分で扁平な形態に変化したが,ヒスタミンやカルバコールでは形態は変化しなかった。
 Db-cAMP処理することで,TXA。受容体刺激によるGからのシグナルが伝わらなくなることから,共
 」q
 役しているもう一つのGタンパク質であるG,,ファミリーを介したシグナル伝達系について検討した。
 G12ファミリーを活性化するLPA刺激では形態の変化が観察された。また,G12ファミリーは低分子量
 Gタンパク質である紬。を活性化することが知られているため,紬。を介したシグナルについて検討し
 た.TXA,受容体刺激による形態変化は,紬okin&se阻害薬であるY-27632により濃度依存的に抑制さ
 れた.TXA,受容体刺激によりアクチンストレスファイバーの形成が観察され,pull-dow簸法により刺激
 後5一!0分をピークとしたR妬の活性化が認められた。pl15-RGSを発現するアデノウイルスベクターを
 導入した細胞では,TXA。受容体刺激による形態変化,アクチンストレスファイバーの形成ならびに紬。
 の活性化が抑制された。したがって,G12ファミリーを介した紬。の活性化が形態変化に関わっている
 ことが示唆された。一方,db-cAM愛処理後の1321Niヒトアストロサイトーマ細胞ではTXA。受容体刺
 激によりERKの活性化が顕著に認められ,DNA合成能も増加していた.また,TXA.受容体刺激による
 ERKの活性化およびDNA合成能はpi15-RGSにより抑制された。しかし,TXA2受容体刺激による形態
 変化はMEKの阻害薬であるPD98059により抑制されなかった。したがって,ERKの活性化もまたG。ファ
 ミリーを介して起こるが,GI2ファミリーの下流でシグナルが分岐し,形態変化とは別のシグナルによっ
 て伝わることが示唆された。
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 本研究により1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞にTXA,受容体アイソフォームが発現しているこ
 とは明らかになった。しかし,タンパク質レベルと遺伝子レベルのアイソフォームの対応,およびそ
 れぞれのTXA.受容体アイソフォームに特異的な情報伝達系については今後の課題として残された。各
 TXA.受容体特異的なシグナル伝達系を明らかにするためには,受容体発現系を用いてのより詳細な解
 析が必要と思われる.一方,db-cAMP処理細胞を用1!・た結果より,アストロサイトでのTXAコ受容体の
 役割は次のことが考えられる。分化成熟した状態にあるアストロサイトは,外傷などにより血液脳関門
 が破壊されると,脳内に多量のTXA,が流れ込むことで,速やかに形態を変化させるとともに,損傷を
 受けた神経細胞の隙間を埋めるために増殖する。TXA,受容体刺激による形態変化がMEKの阻害薬であ
 るPD98059により掬制されなかったことから,形態変化はERKの活性化とは異なる経路を介している
 と考えられる。細胞が増殖するためには形態が突起を伸ばしている状態ではうまくいかず,Rhoの活性
 化により一度突起の退縮が起こり,そのような状態のもとで,ERK活性化のシグナルが働き増殖のシグ
 ナルを与え,グリオーシスを引き起こしているものと思われる。本研究のさらなる進展が,中枢神経系
 における生理的なTXA,の役割を明らかにしていくことに寄与するとともに,受容体アイソフォーム特
 異的な薬物を開発していくための情報を与えるものと思われる。
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 審査結果の要旨
 トロンボキサンA。(TXA,)は,強力な血小板凝集,血管収縮及び気管支収縮作用を引き起こす。最
 近,ダリア細胞にもTXA,受容体が存在することが示されているが,その生理的意義については不明な
 点が多いことから,本研究ではダリア細胞におけるTXA,受容体の役割を明らかにすることを目的とし
 て研究を行った。すなわち,TXA,受容体の種類と共役するGタンパク質について解析を行うとともに,
 TXA,受容体アゴニストによる細胞の機能の変化とその情報伝達系を調べた.
 1321N1ヒトアストロサイトーマ細胞のTXA,受容体タンパク質を部分精製したところ,58kDaと55
 kDaの2つのTXA,受容体をイムノブロッティングにより検出した。また,TXA,受容体にはGαならび
 一一q
 にGα12のGタンパク質が共役することを明らかにした。一方,mRNAレベルにおいてTPαとTPβの2
 つのタイプの発現をRT-PCRにより検出した.
 ジブチリルcAMP処理後の1321Nlヒトアストロサイトーマ細胞のTXA。受容体を刺激すると約20分
 で扁平な形態に変化したが,ヒスタミンやカルバコールでは形態は変化しなかった.ジブチリルcAMP
 を処理することで,TXA2受容体刺激によるGからのシグナルが伝わらなくなることから,共役していq
 るもう一つのGタンパク質であるGEファミリーを介したシグナル伝達系について検討した.TXA,受
 容体刺激による形態変化は,Rhokinase阻害薬であるY-27632により濃度依存的に抑制された.TXA,受
 容体刺激によりアクチンストレスファイ.バーの形成が観察され,また,紬。の活性化も見られた。TXA2
 受容体刺激による形態変化,アクチンストレスファイバーの形成ならびにRhoの活性化はG12ファミリー
 Gタンパク質を抑制するpl15-RGSを発現させると抑制された.一方,TXA,受容体刺激によるERKの
 活性化やDNA合成能の増加も,p115-RGSを細胞に発現させることにより抑制された。しかし,TXA.
 受容体刺激による形態変化はMEKlの阻害薬であるPD98059により抑制されなかった。したがって,
 ERK.の活性化もまたG!2ファミリーを介して起こ.るが,G12ファミリーの下流でシグナルが分岐し,形
 態変化とは別のシグナルによって伝わることが示唆された。'
 以上のように本研究ではダリア細胞におけるトロンボキサンA,受容体刺激が,従来から言われている
 G,よりも,G,,を介するシグナルが重要であることを示した価値ある論文である。したがって,本論文
 は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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